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摘要  综述TCL 在研究激素等因素对形态分化的影响、形态分化中蛋白质等物质的动态变化、TCL 在细胞学研究及其在分子生物学研
究中的应用 , 并指出TCL 应用中存在的主要问题。
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Application of TCL inthe Research on Morphogensis
TIAN Zeng-sheng  ( Agriculture Bureau of Lanshan District , Linyi , Shandong 276003)
Abstract  The application of TCL in morphogenesis , cytology and molecular biology were reviewed . Inthis reviewthe effect of plant hormone and other
factors on morphogenesis and the changes of protein and other substance during morphogenesis was focused . At last the main problems of the application of
TCL were raised .
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  薄层细胞培养( TCL ,thin cell layer culture) , 最初是指从外

植体表皮部位撕下长5 mm、宽1 mm、厚3～6 层细胞( 包括表

皮层细胞和数层薄壁细胞) 接种于适宜的培养基中进行培养

的方法, 而现在将把外植体横切成大约1 mm 厚的薄片进行

培养的方法, 统称为薄层培养(transverse TCL, tTCL) 。它最早

是由Tran Than Van 在1970 年以 Nautil ocalyx lynchii 的表皮组

织为外植体, 获得根和芽的分化, 建立的一种培养系统。张

丕方等( 1989) 利用TCL 系统对植物形态发生过程进行活体

连续观察。Madsen 等( 1998) 建立以茎节切片为外植体的

nTCL( nodal TCL) 再生系统[ 1 - 3] 。

目前, 利用薄层细胞培养系统, 在植物的形态发生、分子

生物学、细胞学和再生系统等方面的研究取得了重要进展。

大量的研究工作证明了薄层细胞培养系统确实是一个可控

制的良好实验系统。笔者针对目前对薄层细胞培养在各方

面的应用进行综述。

1  薄层细胞培养在植物形态发生中的应用

1 .1 利用 TCL 系统进行器官分化培养 据不完全统计, 已

有十几个属的植物进行了薄层细胞培养。如: 烟草属( Nico-

ti ana) 、海棠属( Begonia) 、芸苔属( Nautilocalyx , Saintpaulia ,

Brassica) 、鸢尾属( Iris pallida) 、甜菜属( Betavulguris) 、田菁属

( Sesbania) 、芭蕉属( Musa) 等。植物的各个部分都可以用作

薄层细胞培养的外植体, 如: 茎、叶、花梗、叶柄、花序轴、茎

尖、花序的苞叶、花瓣等。不同来源的薄层外植体在培养基

与环境的调控下, 表现出不同的分化途径。迄今为止, 利用

TCL 培养直接获得的器官分化有花芽( 韩碧文等,1993 ; 许萍

等,1997 ; Chen 等, 1995 ; Morgan 等 , 1984) 、营养 芽( Tran 等 ,

1985 ; 陈永宁等,1989) 、根( 许萍等,1997 ; Albeshei m 等 ,1985 ;

Tran 等,1985) 、单细胞毛( Tran 等,1980) 、表皮毛( 许萍等 ,

1997 ;Tran 等,1985) 、气孔( 许萍等 ,1997) 等, 几乎涉及到了所

有的器官。因此可以认为薄层细胞培养是研究形态发生的

一个较理想的实验体系[ 4 - 8] 。

1 .2  利用 TCL 系统研究外源植物激素对形态分化的影响

 离体形态发生是组织培养、原生质体培养、遗传转化、无性
�
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系变异与突变体筛选的基础。研究表明, 在形态分化的诸多

影响因子中, 植物激素起着重要的作用。各类植物激素的生

理作用虽然具有相对专一性, 但是植物的各种生理效应( 包

括形态发生) 是不同激素之间相互作用的综合表现。

1 .2 .1  生长素和细胞分裂素对形态分化的影响。离体培养

条件下, 植物细胞不能合成生长素和细胞分裂素, 但细胞的

分裂、分化及形态建成又必须有这两种激素的共同作用, 因

此在植物组织培养中 , 外源生长素和细胞分裂素是必须的激

素。两者的浓度配比或先后使用的次序, 是诱导细胞分裂和

生长, 控制细胞分化和形态发生的关键因子之一。

Tran( 1973) 在烟草( Nicoti ana t abacum Wisconsi n 38) 的花茎

段表皮薄层细胞培养中, 通过调节培养基中生长素与细胞分

裂素的比例及糖的浓度 , 在外植体上直接诱导分化出花芽、

营养芽、根及愈伤组织。Tran 等( 1974) 报道, 用烟草花枝表皮

层细胞培养时 , 在光下诱导各种器官分化的最佳条件是用

IAA1 .0 μmol/ L + Kin1 .0 μmol/ L + 蔗糖3 % 诱导花芽, 用IAA

1 .0 μmol/ L+ 6- BA10 μmol/ L+ 蔗糖3 % 诱导营养芽, 用IBA10

μmol/ L + Kin0 .1 μmol/ L+ 蔗糖1 % 诱导根。在黑暗条件下诱

导愈伤组织的最适条件是2 ,4- D5 μmol/ L + Kin0 .1 μmol/ L +

蔗糖 3 % 。Duong 等( 2001) 用 tTCL 培 养麝香 百合( Lili um

l ongifl oru m) 幼茎时发现 ,NAA5 .4 μmol/ L 诱导小鳞茎的发生 ,

2 ,4- D2 .2 μmol/ L 诱导根的发生,IBA1 .0 、2 .0 μmol/ L 分别诱

导芽和小鳞茎的发生,TDZ 1 .1、2 .2 μmol/ L 分别诱导原球茎

和芽的发生[ 9 - 11] 。

许萍等( 1997) 以烟草茎表皮细胞为外植体, 在附加了

6- BA2 μg/ L + NAA0 .2 μg/ L 的 MS 液体培养基的微室中培养

10 d 后, 在愈伤组织的一些部分, 形成根的分生中心, 进而形

成突起的根原基; 继续培养, 则发育形成成熟的根。花茎表

皮经 MS+ 6- BA2 μg/ L + NAA0 .2 μg/ L 培养7 d 后, 形成愈伤

组织; 转移到含0 .1 μg/ L ZT 的培养基上时, 分化出许多花原

基; 花原基突起比较平坦。接着花器开始分化, 花原基顶端

萼片原基呈裂瓣状; 随后可以看到正在分化的花萼、花瓣、雄

蕊和雌蕊心皮等 , 再生长下去, 则长成完整的花苞; 移至 MS

基本培养基上, 便可发育为正常的试管花朵[ 8] 。

Van 等( 1984) 在烟草( N. tabacum CV. Sa msun) 的果柄薄

层细胞培养中, 进一步看到了激素对花芽形成的影响。实验
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结果表明, 花芽的分化主要取决于细胞分裂素类激素的浓

度, 而生长素类激素的辅助效应则较复杂。在培养的早期 ,

1 .0 μmol/ L 的NAA 减少花芽的形成和延缓花芽的发育 , 而在

培养的后期 , 1 .0 μmol/ L 的 NAA 却促进花芽生长。因此, 先

把外植体在含有低浓度的NAA 的培养基中预培养3 ～5 d , 然

后转移到含有较高浓度 NAA 的培养基中, 效果最好。采用

预培养的方式, 还确定了激素作用的时间( 即先在含有适宜

花芽分化的激素浓度的培养基中培养几天, 然后转移到不适

宜分化的低浓度激素的培养基中) 。只要预培养3 d( 一直培

养在含有适宜激素浓度的培养基中) , 花芽形成率就能达到

对照的1/ 2[ 12] 。

在烟草革新一号和粘烟草的薄层培养中, 还观察到激素

诱导器官分化时出现的极性现象。培养基中IAA 和 KT 的浓

度相等( 1 .0 μmol/ L) 时, 花芽原基发生在外植体的形态学下

端。KT 浓度提高( 10 μmol/ L) 则两端均发生营养芽原基,KT

浓度降低( 0 .1 或0 .5 μmol/ L) 则两端发生愈伤组织, 极性消

失。这种极性现象可能与激素的极性分布和由之引起的生

化物质( 如成花因子) 的移动有关。

Bui 等( 1999) 试验发现, 10 μmol/ L N-( 2- 氯-4- 吡�基)- N-

苯基脲( CPPU) 可诱导钻�兰( Rhynchostylis gi gant ean) tTCL 再

生芽和根。Bui 等( 1999) 以离体培养的麝香 百合( Lili um

longifl oru m) 假鳞茎tTCL 为外植体, 在含有1、3 μmol/ L CPPU

的培养基上每个外植体分别产生16 .81 、16 .26 个芽。大量研

究发现 , 不同种类的细胞分裂素组合诱导形态发生比单独使

用某一类细胞分裂素更有效。Bui 等( 1999) 试验发现 TDZ 和

BA 组合式用对枳壳( Poncirus trifoli atva ) tTCL 的响应和芽的

再生比两者单独使用更有效[ 13 - 15] 。

李文安等( 1989) 试验表明 , 以 MS 为基本培养基, 附加

IBA2 mg/ L + 6- BA 0 .2 mg/ L 能够促进花芽提早分化, 最短仅

用12 d 就可形成花芽[ 5] 。

1 .2 .2 其他激素对形态分化的影响。Rajeevan 等( 1987) 试验

发现GA3 抑制 TCL 的花芽分化,Bui 等( 1999) 试验发现 GA3

能够促进TCL 的营养芽的伸长。大量研究表明, 外源亚精胺

能够促进 TCL 花芽分化。Fu 等( 2000) 试验发现, 烟草花梗

TCL 在营养芽诱导培养基中添加0 .5～5 μmol/ L 的亚精胺能

够诱导花芽的产生 , 否则没有花芽的产生; 添加20 μmol/ L 环

己胺( 亚精胺合成抑制剂) 则没有花芽分化 , 诱导营养芽分

化, 提高外源亚精胺的浓度可以逆转抑制作用[ 16] 。

1 .3  利用 TCL 研究在形态分化中内源激素的动态变化  

李颖章等( 1996) 报道, 菊苣花梗薄层培养于 MS 附加NAA 、BA

或IAA 、BA 的培养基上有花芽或营养芽分化。花芽分化中内

源IAA 、DHZ + DHZR 、iPA 含量明显增加, 而Z + ZR 变化不明

显。营养芽分化中内源细胞分裂素含量增加明显, 而IAA 在

培养前7 d 含量下降, 随后有所增加, 在原基形成时含量达原

初水平的 2/ 3 。可见, 花芽分化比营养芽分化所 需内源

IAA/ CTK比值要高。李颖章等( 1995) 报道, 菊苣花梗薄层培

养开始的0 ～7 d ,IAA 含量缓慢增加 ;7 ～10 d ,IAA 含量迅速

增加, 第10 天达到高峰 , 是原初培养时的6 倍多 , 之后又迅速

下降。培养10 ～13 d 时的外植体表面出现乳状突起的不定

根原基。不定根形成前后 ,IAA 含量变化明显不同。所测定

的3 种细胞分裂素在不定根形成中变化不同。Z + ZR 含量

一直在缓慢下降;DHE + DHZR 在0 ～10 d 含量一直在下降 ,

第10 天达最低值, 随后稍有增加 ;iPA 含量变化较大,0 ～10

d , 含量维持稳, 但10～13 d 含量急剧上升 , 增加了5 倍多, 随

后又急速下降[ 17 ,18] 。

Fu 等( 2000) 报道 ,“Samsun”烟草TCL 在花芽形成过程中

内源玉米赤霉烯酮( ZEN) 水平出现2 个峰值 , 加入ZEN 生物

合成抑制剂马拉硫磷( MAL) 后 , 内源 ZEN 水平下降, 新花芽

的合成受阻, 而添加外源ZEN 可再诱导新花芽的发生, 表明

ZEN 对花芽的发生有促进作用。Gendy 等( 1993) 研究发现 ,

烟草TCL 根的分化, 与培养第7 天腐胺的合成高峰相关 ,

腐胺/ ( 亚精胺+ 精胺) 比值下降时, 根分化受到抑制; 在培养

4 、10 d 分别添加外源腐胺或亚精胺, 只有在含有腐胺的培养

基上才有根的分化, 而且培养过程中尤其培养的第7 天培养

基pH 值的变化对腐胺的诱导效应必不可少[ 19] 。

1 .4  利用 TCL 研究形态分化中蛋白质等物质的动态变化

 李颖章等( 1994) 报道, 有表皮外植体在培养的13 d 时蛋白

质含量达高峰, 由原初的8 .6 mg/ g FW 增加到12 .3 mg/ g FW,

随后缓慢下降, 在27 d 时降为7 .8 mg/ g FW, 可见, 在形成花

芽时, 外植体中可溶性蛋白质的含量高峰出现在花芽原基的

形成期 ; 而作为对照的去表皮后的外植体蛋白质含量无明显

变化, 由此说明, 花芽的产生伴随体内有大量蛋白质的合成。

用聚丙烯酰胺凝胶电泳进一步分离蛋白质, 发现在花芽分化

时有特异性的蛋白条带出现, 该蛋白的特性及生理功能有待

进一步研究[ 20] 。

1 .5  利用 TCL 研究器官分化的影响因素 薄层细胞培养

的分化方向因供体植株的生理状态( 是否处于开花期) 、倍

性、取材部位、生理生化因素及物理因素( 光、温度) 等的不同

而不同。

李文安等( 1989) 试验发现烟草不同器官薄层离体培养

形成花芽受植株生长发育时期的影响。植株处于营养生长

时期, 茎表皮薄层无花芽分化能力。随着植株营养生长转向

生殖生长, 在抽苔、现蕾、开花、结籽不同发育阶段, 主茎上不

同部位的茎表皮出现花芽的频率不同。植株现蕾时, 只有接

近顶端第1 节的茎薄层出现花芽分化, 随植株的发育, 逐渐

延伸到4 、5 节。植株果实成熟时, 主茎薄层分化花芽能力又

复减弱。花芽分化的趋势却向花序分枝、花柄、果柄延伸, 使

它们的薄层组织有分化花芽能力。他们研究中还发现培养

基附加不同配比的植物激素对薄层花芽分化有促进作用[ 5] 。

曹国 仪等( 1988) 研 究 发 现 1 μmol/ L IBA 或 IAA 和

1 μmol/ L激动素对花芽的诱导最适宜。Tran( 1974) 发现当生

长素/ 细胞分裂素比值降低时, 诱导出营养芽, 没有花芽形

成。当两者浓度均降低时, 尽管其比例为l , 仍观察不到花芽

形成。在为30 g/ L 蔗糖时, 发现细胞分裂素( 玉米素、激动

素、BA 等) 中激动素对诱导花芽的形成最有效[ 21] 。

Tran 等( 1977) 报道, 培养基中的碳水化合物的种类和用

量也决定形态建成。在无糖的“成花培养基”上不能形成花 ,

而形成营养芽, 且时间推迟到3 周后才出现少量花芽。Tran

等( 1980) 和 Van( 1984) 将外植体在0、2、4、6、8、10 d 时转移到

含糖( 30 g/ L) 或不含糖的培养基中, 在6 ～10 d 时缺少碳水化
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合物会导致分生组织膨大和功能的异常改变。这表明诱导

花芽形成后期需要碳水化合物[ 22] 。

Tran( 1974 ,1977 ,1980) 报道, 温度对诱导毛叶秋海棠表皮

细胞形成单细胞毛的影响较大。在27 ℃下培养7 d , 外植体

90 % 形成单细胞毛。22 ℃时单细胞毛的分化明显减弱。在

17 ℃时仅有少数外植体形成单细胞毛。低于17 ℃单细胞毛

的形成完全抑制。昼夜在32～27 ℃则部分抑制 , 仅有50 % 外

植体有单细胞毛的起始, 但进一步的发育受阻。温度的效应

在培养的前2 d 最有效。供体植株的温度也影响外植体的形

态建成。温度效应可能改变内源物质的含量及膜脂质组成

而使形态建成反应不同。

Chlyah 等( 1974) 以蓝猪耳为材料 , 试验表明, 单一培养表

皮细胞48 h 后死亡; 单一培养亚表皮层外植体能形成根, 但

没有芽 ; 在完整茎段组成上没有形态建成能力的亚表皮薄壁

组织, 在离体后有形成根的能力; 表皮和亚表皮薄壁组织一

起培养, 即使有一层薄壁细胞的外植体也可再生根和芽; 无

表皮茎段可形成根 , 即使提高激动素浓度( 100 μmol/ L) , 也不

形成芽; 如果将离体的表皮再放回茎段的原位一同培养时 ,

也有芽形成。结果证明了“细胞接触”在分化中具有很重要

的作用。表皮形成芽的能力只有在直接或间接与亚表皮层

接触才能表现。也证明在组织之间存在着拮抗关系。一旦

解脱这种关系, 摆脱了组织的生理相关抑制, 离体的细胞层

就可建立新的生理平衡, 表现它们的潜能[ 6] 。

周吉源等( 1992) 报道, 油菜( Brassica napus L .) 在相同或

不同的培养基上, 不同光质愈伤组织的诱导效应都不同, 蓝

光, 红光对油菜愈伤组织诱导具有明显的促进作用; 在相同

培养基中, 不同光质处理对愈伤组织的增殖效应也不同, 蓝

光、红光对愈伤组织增殖的促进作用也是明显的[ 13] 。

2  薄层培养在细胞学研究中的应用

2 .1 器官分化起源的研究 薄层培养的细胞数目比较少 ,

可以很方便地观察出器官分化的起源。Tran ( 1970 年) 在

Nautilocal yx lychei L. 的薄层培养中观察到芽和根均起源于表

皮。Tran( 1980) 以‘Wisconsin 38’烟草为材料, 通过组织解剖、

电镜观察等方式证明了花茎薄层直接分化花芽和愈伤组织

形成的起源部位是亚表皮细胞。Van( 1984) 观察到该层细胞

同时进行平周分裂和垂周分裂, 形成分裂中心 , 而后向花芽

方向分化。在蓝猪耳的TCL 中, 根起源于薄壁组织细胞, 芽

起源于表皮或亚表皮细胞。其他许多实验也表明表皮层或

少数几层亚表皮细胞具有很强的器官发生潜能( Gregory 等 ,

1995) 。它们可以不经过愈伤组织阶段而直接分化成芽、根或

体细胞胚。说明了表皮细胞较容易在离体时表达全能性。

Chlyah 等( 1974) 在蓝猪耳的薄层培养中, 发现根起源于薄壁

组织细胞, 芽起源于表皮或亚表皮细胞[ 6 ,12] 。

过全生( 1997) 试验发现杂交杨( Popul us ni gra var bet ulifo-

li a ×P . trichocarpe) 叶片主脉的愈伤组织主要由维管束鞘薄

壁细胞 , 以及与其邻接的一些栅栏组织细胞和韧皮部的薄壁

细胞分裂而来。不定芽通常发生在愈伤组织的周边区 , 也可

以起源于维管组织结节( vascular no dules) 周围的形成层状细

胞。侧脉的维管束鞘细胞分裂活动很强, 可不经愈伤组织直

接长成不定芽[ 23] 。

2 .2 细胞分裂的动态观察 过全生( 1997) 认为杂交杨( Pop-

ul us ni gra var bet ulifoli a ×P . trichocarpe) 叶片位于主脉维管束

两侧中上部的维管束鞘薄壁细胞首先启动分裂, 几乎同时 ,

与其邻接的一些栅栏组织细胞也分裂, 并很快形成胚性分生

细胞团[ 23] 。

陆文楔等( 1986) 认为, 烟草表皮细胞中微丝鞘在染色质

分裂时消失, 直至分开后微丝鞘才重新聚合排列, 形成2 个

子核的丝鞘。张丕方等( 1989) 通过活体连续观察, 结合DNA

活体测量, 发现烟草表皮细胞在培养24 h 后, 核明显增大, 核

质变浓,DNA 含量显著增加, 细胞质变浓厚 , 运动加速, 细胞

器也随之加速运动。通过这些变化, 细胞完成了脱分化 , 回

到了细胞周期的间期 , 并开始进行有丝分裂[ 7] 。

许萍等( 1997) 对烟草茎表皮细胞薄层培养物的细胞核

进行活体染色, 发现在培养早期 , 细胞核发生了明显变化, 由

分化时的一般扁圆形和靠壁的位置逐渐变成圆形和居中的

位置; 核体积增大 ; 染色质结构由致密变得疏松; 而后染色质

凝缩, 发生无丝分裂, 经数次分裂之后 , 细胞形态较一致。通

过单细胞核内DNA 含量的测定, 发现细胞分裂之前, 核DNA

含量并不增加, 而最初几次分裂之后, 含量减少, 直到细胞大

小一致, 分裂较同步时, 才恢复到较恒定的水平。许萍等

( 1997) 通过采用Hoechst 33258 和TRITC- Phalloi din 2 种染色

液对烟草茎表皮薄层培养细胞进行非固定染色观察, 发现细

胞无丝分裂过程中核及其外围微丝鞘发生了很大变化 , 染色

质在分裂时形成卷曲拉裂状, 此时核外微丝鞘完全消失, 直

至染色质分开后, 两组染色质由伸张状态回缩时, 微丝鞘才

重新聚合排列, 并最后形成两个子核的微丝鞘[ 24 ,25] 。

周吉源等( 1991) 以油菜( Brassica napus L.) 花序轴为材

料, 切取表皮及亚表皮接种于附加不同浓度和比例的 NAA

和6- BA 的 MS 培养基上培养, 观察细胞启动、细胞分裂及细

胞分化的过程。结果表明, 亚表皮细胞和表皮细胞均可启动

并分裂, 形成分生细胞团或分生细胞层 ; 器官发生有直接器

官发生型和间接器官发生型2 种类型[ 26] 。

李颖章等( 1997) 在菊苣( Cichori um i nt ybus L .) 花梗薄层

培养花芽分化细胞超微结构的观察表明, 在花芽原基的形成

中细胞内线粒体、高尔基体、内质网、核糖体大量增加, 且始

终可见线粒体的分裂增殖, 大量增加的线粒体为内质网、高

尔基体的活动提供能量, 内质网和高尔基体为花芽分化合成

新的结构蛋白和新的功能蛋白; 花芽分化是一个强烈的代谢

过程; 壁旁体多处可见, 且常与内质网、高尔基体相邻分布 ,

其功能可能与物质运输有关[ 27] 。

3  TCL 在分子生物学研究中的应用

3 .1 在分子水平研究器官分化 自从19 世纪末德国生物学

家 Wiljel m Roux 创立发育生物学以来, 植物发育生物学主要

是进行形态发生的宏观研究, 而有关发育的内在机制、器官

发生的细节等问题, 基本上是到20 世纪50 年代以后才得以

深入研究的。现在人们已经知道, 所有体细胞内的遗传信息

都完全相同, 发育的实质就是基因在不同时空位置选择性表

达, 从而产生不同的细胞、组织和器官。

Meeks 等( 1989) 利用烟草薄层实验系统先采用不同的激

素配比 , 得到了营养生长的茎芽分化和直接诱导成的花芽原
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基, 然后从成花的薄层中提出特异的 mRNA, 制备了一些 cD-

NA 克隆 , 发现其中有几个可与正常植株花芽分化时的 mRNA

相对应 , 说明离体薄层细胞中与花芽分化有关的基因也存在

于正常植物的分化花芽的细胞中。在花芽分生组织形成前

期, 它们在根中表达最大, 说明根在成花中的作用亦不可忽

视。有些基因只在外植体薄层细胞发生花芽分化时才表达 ,

而在营养生长的茎芽组织中不表达[ 28] 。

曹国仪等( 1988) 在薄层培养中观察到花芽与营养芽细

胞核中 DNA 的含量差 异很大, 呈梯度 分布。Altamura 等

( 1986) 发现烟草开花枝与主枝TCL 细胞核中 DNA 含量也不

相同。Wardell( 1976) 利用薄层培养证明了成花的烟草顶端细

胞中的DNA 含量约高于基部营养生长茎组织细胞的6 ～10

倍, 而且开花植株的 DNA 提取物能对营养生长植株的开花

起一定作用。因此, 各层细胞合成 DNA 的强度不同可能是

决定各层细胞离体后能保持花芽分化的原因之一, 也可能

DNA 只是成花的触发者, 而不是它引起的反应[ 7 ,26 ,29] 。

3 .2 研究植物激素的作用机制

3 .2 .1  植物激素结合蛋白。Trewavas( 1978) 认为, 植物激素

作用的强弱与其浓度无关, 植物细胞对激素的敏感性是激素

作用的控制因素, 敏感性的强弱由细胞内激素受体的数目和

亲和性决定[ 30] 。

高启祥等( 2001) 以烟草( Ncoti ana t abacum L .) 盛花期花

梗薄层为材料, 研究营养芽分化的不同时期生长素结合蛋白

( ABPl) 在组织与细胞中的分布变化。免疫荧光标记结果表

明, 烟草花梗中 ABPl 主要分布于表皮及亚表皮1～2 层细胞

内。不同分化期ABPl 在烟草花梗薄层原生质体中的表达不

同, 细胞分化旺盛期 ABPl 的表达最强, 分化后期 ABPl 的表

达有所减弱;Western Blotting 结果表明,ABPl 多克隆抗血清与

烟草花梗薄层细胞及分化过程中,26 kD 蛋白有免疫交叉反

应[ 31] 。

SAHH( S-a denosyl- L- homocysteine hydrolase) 是一种CTK 结

合蛋, 它通过调节细胞内 SAH/ SAM 比例来调节细胞内转甲

基作用, 影响基因表达, 从而调节形态发生。Tanaka 等( 1997)

发现导入反义SAHH 的烟草表现植株矮化, 顶端优势消弱 ,

侧芽数增加, 叶片衰老延缓等 CTK 的典型生理效应。检测结

果显示 , 形态发生变化明显的转基因植株无 SAHH 基因的转

录产物 ,DNA 甲基化程度低, 叶片内源CTK 水平高[ 32] 。

3 .2 .2 植物激素调节的开花相关基因的克隆和鉴定。Meeks

等( 1989) 用32P 标记烟草成花芽和营养芽TCL 的 cDNA 进行

c DNA 文库的差异筛选, 分离到花诱导期间优先或特异表达

的5 个基因家族( FB7- 1 ～FB7-5) , 而在培养前的 TCL 中未见

其相应的转录产物。在实生苗花前分生组织和花分生组织

中发现FB-7 和FB-2 的转录产物, 而营养分生组织和幼嫩的

分生组织中没有; 在花形成前和花形成期植株的根中可检测

到FB7-1 、FB7-2、FB7-5 的大量转录产物, 而在成根TCL 和幼

龄植株的根中则没有[ 28] 。

Tanaka 等( 1996) 采用差异筛选, 在烟草TCL 的花芽形成

早期分离到含编码SAHH 基因( DDBJ) 的 cDNA 克隆, 并以该

c DNA 为探针从烟草基因组文库中分离到 DDBJ。Northen

Blotting 分析显示,DDBJ 在雌蕊和根中的表达量最大, 并能受

KT 和IAA 诱导表达[ 33] 。

4  目前薄层培养研究中存在的问题

薄层细胞培养有助于认识发育过程的本质, 获得与植物

器官分化、发育相关的重要信息, 也可以克服某些植物的离

体再生障碍。但目前对培养基的选择、供试材料的选择、供

体植株的状态、内源生长物质的质量和数量都没有系统的研

究, 多数情况下凭一般组织培养的经验进行。薄层培养的操

作较普通组织培养复杂, 也影响了其在生产上的应用。对细

胞薄层培养进行简化或使其操作程序化有助于其大规模推

广和应用领域的拓宽。
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  表5 不同施肥条件下供试品种干物质重和经济系数

品种
稻草∥g/ 株

高肥 中肥 低肥

稻谷∥g/ 株

高肥 中肥 低肥

生物产量∥g/ 株

高肥 中肥 低肥

经济系数

高肥 中肥 低肥

两优培九 50 .6 35 .3  26.9 40 .2 28 .1 23 .1 90 .8 63 .4 50 .0 0 .443 0 .443 0 .460

9311 49 .0 30 .0 25.3 34 .7 22 .6 18 .3 83 .7 52 .6 43 .6 0 .415 0 .430 0 .420

汕优63 48 .5 31 .3 24.0 35 .5 24 .4 18 .5 84 .0 53 .7 42 .5 0 .423 0 .454 0 .435

培两优288 41 .0 23 .0 174 30 .5 19 .6 16 .3 71 .5 42 .6 33 .7 0 .426 0 .460 0 .484

3  讨论

(1) 从目前的生产水平来看, 杂交稻不仅产量比常规稻

高, 而且增产潜力也比常规稻大[ 5] 。一般来说, 生育期延长1

d , 产量可提高4 kg/ hm2 左右[ 6] 。水稻最后3 片功能叶的光合

作用是籽粒灌浆结实的主要物质来源, 最后3 片功能叶总叶

面积决定了结实期单株和群体的受光数量和光量, 其叶面积

和叶片姿势在很大程度上决定了水稻群体冠层结构光合生

产能力的高低[ 7 ,8] 。有关研究表明[ 9] , 水稻最上部3 片功能

叶光合产物占水稻经济产量的70 % ～80 % , 最后3 片功能叶

叶面积指数大, 能为光合产物的积累提供良好的基础。在试

验中, 不同施肥条件下两优培九叶面积大, 生育后期仍能保

持较大的绿色叶面积, 且最后3 片功能叶总叶面积大于其亲

本及其他组合, 生育期较长, 尤其籽粒灌浆期较长, 这些形态

学优点为其生育后期制造和积累更多的光合产物提供了基

础, 这样不仅有利于增产, 且有利于增收, 是高产杂交水稻发

挥增产潜力的一条途径。

( 2) 莫永生[ 10] 则认为杂交水稻有效穗数270 万～300 万

穗/ hm2 是促成其高产的基础。此外, 前人认为[ 11 - 13] , 自20

世纪60 年代后, 产量因素的变化主要为每穗粒数的增加, 它

是产量提高的主导因素。两优培九属于重穗型品种, 在试验

种植密度一致的条件下, 两优培九和汕优63 有效穗数较多 ,

因而分蘖数量构成了其高产的重要基础。高、中肥条件下 ,

两优培九平均一次枝梗数、每穗实粒数最多、有效穗数多于

汕优63 , 表明作为超级稻的两优培九需要较高的施肥水平才

能发挥其杂种优势 , 在肥水较充足时能较好地协调每穗实粒

数和有效穗数间的关系而获得高产。

( 3) 通过试验表明, 在进行水稻栽培时, 应选择合适的品

种、合理地施肥和灌溉以协调穗、粒数之间的矛盾。在杂交

水稻的栽培技术上, 根据品种特性与地力水平确定适宜的施

肥量, 通过科学的农业技术措施, 以提高生物产量为主, 同时

控制经济系数, 促进增产潜力的发挥和产量的提高。
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